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質は、N末端側にOmpRのDNA結合 ドメインに類似 したwinged helix‐turn‐helixモチー
フを、C末端側にBTAD 6acterial transcriptional activation domain)ドメインを持つ
300アミノ酸程度のタンパク質である。標的遺伝子のプロモーター領域に存在するダイレ













































モ ンとみな されている。最 も古 くか ら知 られてい るオー トレギュ レー ター は、
S名″οmyces grisθusのA‐factor(Fig。1‐2)であり、1960年代に旧ソビエ トのKhokhlovら
によつて発見された24。 Khokhlovらはス トレプ トマイシン非生産かつ胞子着生欠損のS
grlisθus変異株に、野生型株由来の低分子化合物を加えることによつて両形質が回復する
現象を発見 し、この化合物をautOregulatory factorは‐factor)と命名 した。その後、
A‐factorも含め7種のStrepιο4″θS属放線菌から14種類のオー トレギュレーターが同定









































Fig. 1'3 Moelecular mechanism of autoregulator-signaling cascade
1‐3¨3オー トレギュレーター リセプター
オー トレギュレーターリセプターは200‐230アミノ酸からなるTetRファミリーに属す
転写制御因子である31。 N末端側のヘ リックスターンヘ リックスモチーフを含むDNA結




































合物の生産も同時に制御するタイプである。その代表例 として、3 θοθffθダα A3(2)の
ScbRが挙げられる。ScbRは推定ポリケタイ ド生合成クラスター (甲女:SC06269‐6288)




























ミン酸作動性クロライ ドチャネルに特異的に結合 し、クロライ ドイオンの膜透過性増加
による過分極を生じさせ、死に至らしめると言われている37,38。
ABIは低級脂肪酸が縮合 したポリケタイ ドからなる多員環ラク トンに、デオキシ糖が
配糖 した化合物である。S acttmゴ
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遺伝子からは離れて存在 した。say22"はフラン型オー トレギュレーター リセプター
MmfRと45%の相同性を示 してお り47、aVaLI(3ョyermf"恥autoregulator receptor



















AvaL2     AvaLl
(SAV 2268)  (SN…2270)
197a.a        218a.a
AvaR3     AvaRl
(SN_3703)  (SN_3705)
287 a a         234 a.a.
AvaR2
(SAv_3702)
2  a 
ArpA   276 a.a.
BarA   232 a a





























相同遺伝子acοとcytochrome P450 hydroxylase遺伝子cypI効存ヾ在 してお り、そのシン
テニーはS麟叩ιο4″θs Fr励陥θのオー トレギュレーター リセプター遺伝子tyfPの周辺領
域と類似 していた (Fig.2‐1)。町lPは抗生物質タイロシンの生産を抑制することが報告さ











avaR2 avaR3 cypl7 avaRf





Fig. 2- 1 Comparison of the organizations of the S. avermitilis avaR cluster and a tyl
regulatory gene cluster of S. fradiae. Genes are color-coded by the predicted function
of their products: avaRl homologues (green), autoregulator receptor homologue genes
(light green), aco homologues (pink), and cyp17 homologues (yellow). The numbers
between the dotted lines are the percentages of amino acid identity toward the
















E.θ(ガゴF~dcm△(srf‐reしヽ θθθ:Tnlθ pUB307‐ap力::Tn 751
ユ θダゴBL21(DE3)pLysS








液体クロマ トグラフィー   LaChrom L‐7100,7200,7300,7400,HITACHI
L‐6000,L‐4000,HITACHI
遠心分離機         KUBOTA5420
Himac CR 21ユHITACHI
超音波処理機        Yamato 5210,BRANSON
蛍光アナライザー      FMBIO H,HITACHI








aco‐dw‐Fw/aco‐dwReを用いてacο上流断片 (nt 4584009‐586052)と下流断片 (nt
4586980‐4589079)をPCRによりそれぞれ増幅した。続いてpKU474を鋳型とし、プライ
マーセットloxP_resist10XP_HindIII‐Fw/Reを用いたPCRにより、月7ndIII認識部位が付
加 された1.7 kbのカナマイシン耐性遺伝子カセット (aph)を取得 した。上流および下流断
片を〃hdIⅡと]"RIで消化 した後、]ガRI処理 したpKU450と連結 した。得 られたプラ
スミドとaph断片を月7ndIⅡで処理 し、連結反応によりpLTl15を作製 した。pLTl15より
切 り出した5.8 kbのEθσRI断片をpKU250のEcσRI認識部位に挿入 し、pLTl16を得てacο












S ayermゴtilisの染 色 体 DNAを鋳 型 と し 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト
aco‐comp‐Fw/aco‐mp‐Reを用いたPCRによ りacοとその上流 を含むDNA断片 (nt
4585252‐4587837)を取得 した。 この断片をpENTR(Life Techn01ogies」apan Ltd.,
Tokyo)にクローン化 しエン トリークローンを作製 した。続いて、pSET152のEθoRV認識
部位にGateway Reading Frame Cassette C.1(Life Technologies Japan Ltd.,Tokyo)を
クローン化 し、destination vectorとしてpLTl13を作製 した。pLTl13とエン トリークロ





S avermJ“鴨の胞子を105c.■uノmlとなるよう70 ml‐APM培地/500 ml容バッフルフラ
スコに植菌 し、28°C、 160 rpmで浸蕩培養 した (BR‐300LュTAITEC)(培養時間は各実験
ごとに記載)。 培養液500 plを等量のMeOHと混合 し、10分間浸蕩後、4°C、 14,000 rpmで









Yeast extract (Becton Dickinson, USA) 2.5 g
(pH 7.5) /1L
●AVM検出用HPLC条件
HPLC         HITACHI LaChrom L‐7100,7200,7300,7400
Column      Mightysil RP‐18GP(4.6 mmφ,250 mm,粒径5 m)
Buffer       MeOH:H20:CH3CN=18:20:62
Wavelength      246 nm
Flow rate       2.O m1/min
Temperature     40°C
ItteCtiOn volume 50 μl
28
2 3¨¨4 acO破壊株への酢酸エチル抽出物およびY‐ブチロラク トン型オー トレギュレ
ーターの添加
2-3‐3項に記載 した条件で、S avermゴιゴIis KA320野生型株およびacθ破壊株を48時間、
液体培養 した。50 mlの各液体培養液に酢酸を加え、pH 5以下になるよう調整 した。酢酸




,a“rmゴιffis KA320 a“破壊株を液体培養 し、48時間が経過 したところで、調製 した酢
酸エチル抽出物の4分の1量(オー トクレーブにより蒸発 した量を考慮の上)を添加 した。合
成品A‐factOr、SCBl、VB‐C、 IM‐2‐C5は250‐300 nM(60 ng/ml)となるよう添加 し、144
時間目まで培養を継続 した。
2 3¨‐5 70 ml培養液 におけるAvaRl‐igand活性測定のための酢酸エチル抽 出物の
調製
48時間培養 した70 mlの液体培養液より5 mlを50 ml容コニカルチューブに回収 し、酢
酸を加え (約20 pl)pH 5以下になるよう調整 した。酢酸エチル (各10 ml)で3回抽出した後、
3,500 rpmで5分間遠心分離 し (KUBOTA5420)、酢酸エチル層を回収した。約30 mlの酢








ユ θ」 BL21(DE3)pLysSの形質転換体を20 mlLB培地/100 ml容三角フラスコ (アンピシ
リン50 μg/ml、クロラムフェニコール25 pg/ml)に植菌し、37°Cで一晩、前培養 した。200
ml LB培地/500 ml容坂 ロフラスコ (アンピシリン50 pg/ml、クロラムフェニコール25
μg/ml)に前培養菌を2 ml植菌し、120 spm、37°CでOD600=0.4になるまで培養 した。IPTG
を最終濃度が0.5mMとなるよう添力日し、さらに4時間培養を継続 した。4°C、 8,000 rpmで
20分間遠心分離をして (Himac cR 21E HITACHI)菌体を回収 し、0.9%NaCl溶液で洗浄
した後、菌体濃度が100 mg/mlとなるようbuffer Aに再懸濁 した。菌体を超音波破砕 (1分
x5回、氷冷)KYamato 5210,BRANSON)した後、遠心分離 (上記と同一条件)により上清
を回収 し、これを粗タンパク質溶液とした。Buffer Aで平衡化 したDEAE‐Sephacel陰イオ
ン交換カラム (Phadia,uppsala,Sweden)に粗タンパク質溶液をアプライし、1,250 ml(5
ベッド相当)のbuffer Aで溶出した。次いで750 ml(3ベッド相当)のbuffer Bで溶出し、10
mlを1画分とし回収 した。280 nmにおける吸光度が増加 し始めた21番目の画分以降を10
画分ずつまとめ、限外ろ過により濃縮 した。タンパク質の定量にはBradford法(PrOtein
Assay Kit,BIO‐RAD)を用い、BSAによつて検量線を作成 した。SCBl結合活性値が最も




20 mM ■iethanolamine‐HCl(pH 7.0)
50mM KCl
20%v/v  Glycerol
l lnⅣl  l,4-Dithiothreitol
O.lmM O―Amidinophenyl)methanesulfonyl fluoride
oBuffer B




0.1 mM (p-Amidinophenyl)methanesulfonyl fluoride
2‐3‐7グルシフ トアッセイによるAvaRli¨gand活性の検出
井 口らによりrAvaRlタンパク質はacο遺伝子の上流にあるacο‐AREに結合すること
を明 らか に してい ることか ら52、 aCO~AREを含むDNA断片 をプ ライマーセ ッ ト
aco―gel―Fw/aco―gel‐Reを用いたPCRにより取得 した。この断片を動 ″HI処理後、pUC19









Poly(dI‐C)。Poly(dI‐C)(SIGMA‐ALDRICH」APAN,Tokyo)    1.7511g
8.1 pmolrAvaRl
31





かったレーンに6x BPB液を10 pl注入 した。100V(一定電圧)でBPBがゲルの末端に移動
するまで電気泳動 した。蛍光アナライザー (FMBIO Ⅱ,HITACHI)または町ph00n 9210
Variable Mode lmager(GE healthcare)によリプローブの蛍光を検出した。
●2x binding buffer












30%Acrylamide(29:1)     8.33 ml(fina1 5%v/v)
10%AInmoniulln persulfate       500 111
TEⅣIED 50111
Up to 50 ml(5‐6 sheets)
32





培養液200 mlを20L種培地/30L容ジャーファーメンターに植菌し、30°C、 200 rpm、通
気量20L/minで40時間、前培養 した。20Lの前培養液の全量を2トンの半合成培地に植




を用いてCHC13により抽出した (200 mlx 5)。CHC13抽出液を減圧濃縮 し、得られた抽
出物2.2gをシリカグルカラムクロマ トグラフィーに供 した (70～230 mesh,30 mm x
150 mm)。n‐Hexane/CHC13A/1eOHの混合液により溶出を行つたところ、 CHC13加IeOH
(99:1)画分が最も高い活性を示 した。該当画分を濃縮 し、濃縮物108 mgをHPLC(条件1)






















































































































Fig. 2'2 Avermectin production in the aco mutant. G) Production profiles of
avermectin in the wild-type strain (filled squares), aco mutant (open circles) and
aco-complemented aco mutant (filled triangles), respectively. (B) Restoration of
avermectin production in the aco mtrtant with the AcOEt-extracts from S. avermitilis
strains and y-butyrolactone autoregulators. NA, no additioni M, the AcOEt-extract
from APM medium. The AcOEt-extract or synthetic y-butyrolactone autoregulator
(ZfO-aOO nM) were added into the culture of the aco mtttant at 48-h of cultivation,
and the amounts of avermectin were measured in the culture broth after 144-h of
cultivation.
36
2 4¨‐2 acO破壊株 におけるAvaRlⅢigand生産量の解析
acο遺伝子に隣接するayaRI遺伝子は、オー トレギュレーター リセプターホモログをコ
ー ドする。井口らにより、大腸菌より調製 したrAvaRlタンパク質がacοの上流域にある

















































Fig. 2-3 Influence of AcOEt-extract on DNA-binding activity of rAvaRl. (A)
Comparison of the AvaRl-binding sequence, aco-ARE, with the ARE consensus
sequence defined in Folcher et a1.27 (B) Effect of S. avermitilis extract on
DNA-binding activity of rAvaRl. The AcOEt-extract prepared from the wild-type
culture broth after 70-h of cultivation was used in the gel-shift assay. (C)
AvaRl-ligand activity in the aco mutant. AvaRl-ligand activity at 48-h of cultivation









ダーの精製 品を確保す るには トン単位 の培養 が必須であると考 えた。 そ こで、
AvaRl―igandの単離には野生型株の2トン培養液を用意 した (培養条件の詳細は2‐3‐8項








得 した。この精製物の比活性は1.O x 107 unit/mgを示したことから、比活性基準で6,300
倍、重量基準で9,400倍精製 したことになり、回収率は67%であつた。
39


















































示すことがわかつた (Table 2‐2)。 次いで、4位と10位の立体配置及び10位の水酸基が
AvaRl‐igand活性に重要であるかを検証するため、立体異性体4R,10■1と4こ10S‐1の
合成品及び、10位の水酸基が欠失 した(49‐10‐dehydroxy‐1の合成品を用いて53、




Table 2'2 Comparison of dissociation activity against the rAvaRl-DNA complex





























(Fig. 2-5) Synthetic (4910R)-1 was added into the culture of the aco mutant at 48-h
of cultivation and the amounts of avermectin were measured in the culture broth
after 136-h of cultivation. (A) HPLC chromatogram of avermectin production in the
aco mutant by addition of synthetic (4S,10,R)-1. Synthetic (4S,10R)-1 was added at a
final concentration of 15 nM. Peaks eluted at 4.5, 5.2, 6.2, 8.7, 9.5, and 12.3 min are
avermectin components, B2a, A2b, A2a, B1a, A1b, and A1a, respectively. A peak
eluted at 7.I min is oligomycin A. (B) Avermectin production with increasing

































た (Fig.2‐5)。 3 virginuiaθのY‐ブチロラクトン型オー トレギュレーターVB‐Aが液体培養
中のバージエアマイシン生産を誘導する最小有効濃度は2.6 nMであること54、 また















































Sfrepfomyces glunaensis ATCC 1 467 2
(Moenomycin produer)
躙 誦 器鰤 り 6044    SCM 6045
Fig. 2'7 The biosynthetic gene clusters of the avenolide family of autoregulators.
Genes are color-coded by the predicted function of their products: avaRT homologues









はオー トレギュレーター リセプターに特徴的な1)DNA結合 ドメインと、2)オー トレギュ
レーターの結合に重要であるとされる トリプ トファン (■p)残基61が保存されていること
がわかつた (Fig.3‐1⇒。 ところが、AvaR3のDNA結合 ドメインと特p残基の間には、他



































ArpA   75
BarA   83
ScbR   75




























Fig. 3-1 Properties of AvaR3 protein. (A) Sequence alignment of the N-terminal
regions of AvaR proteins with those of y-butyrolactone-autoregulator receptors. The
amino acid sequence alignment was created using CLUSTALW
(http:ilu1i*n.genome.jpD. The numbers indicate the amino acid positions within each
sequence. The secondary structure elements of CprB are shown above its sequence.
The filled triangle indicates an important residue for conformational changes of the
autoregulator receptor upon binding ofthe y-butyrolactone autoregulator as proposed
by Natsume et aFr. Black boxes and gray boxes in the alignment indicate positions at
which the same amino acid is found in at least seven and five of the eight sequences,
respectively. CprB (8AA28748) and ScbR (CAA}7620 from S. coelicolor A3(2), AvaRt
(elCzl,qtz), AvaR2 (P'/'Czt+tq), and AvaR3 (geczr+rs) from S. avermitilis, ArpA
(84'.4.36282) from S. griseus, BarA (84A06981) from S. virginiae, and TytP
GAD40S01) from S. fradiae. (B) Hydropathy plot of AvaR3 protein represented in








pENTR(Life Technologies Japan Ltd.,Tokyo)
pLTl13(2‐- 項参照)

















液体クロマ トグラフィー   LaChrom L‐7100,7200,7300,7400,HITACHI
遠心分離機            KUBOTA5420
KUBOTA3700
A/1iniSpin plus,Eppendorf
顕微鏡およびカメラ     OLRIPUS BX50
0LYVIPUS DP70
UNIBLITZ VMM‐Dl




S avermJ"鴨の 染 色 体 DNAを鋳 型 と し 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト
avaR3-up―Fw/avaR3-up‐ReとavaR3‐dw‐Fw/avaR3‐dw‐Reを用いてayaRθ上流断片 (nt
4582958‐4584926)と下流断片 (nt 4580176‐4582218)をPCRによりそれぞれ増幅 した。
得 られた2断片を″hdIIIと助TIで消化 し、題ndIII処理 したpKU451との連結により
pLT341を作 製 し た 。 続 い て pKU474を鋳 型 と し 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト
loxP_resist」oxP_助eI‐Fw/Reを用いたPCRにより、助d認識部位が付加された1.7 kbの
aph断片 (2‐3‐1参照)を取得 した。apθI処理 したaph断片をpLT341の印d認識部位に挿
入 し、pLT342を構築 した。pLT342より切 り出した5.7 kbの3ガRI断片をpKU250のユガM
認識部位に挿入 し、得 られた"例留遺伝子破壊用ベクターをpLT343とした。pLT343に












むDNA断片 (nt 4581968‐4583157)を取得した。この断片をpENTR(Life Technologies
」apan Ltd.,Tokyo)にクローン化し、エントリー クローンを作製した。pLTl13(2‐‐2項














ッフルフラスコに植菌し、28°C、 160 rpmで48時間浸盪培養 した。培養液を50 ml容ファ
ルコンチューブに適量移 し、遠心により菌体を回収 した (KUBOTA 5420)。等量のAPM
培地を用いて菌体を懸濁、洗浄する操作を、2回繰 り返 した。再び等量のAPM培地に菌
体を懸濁し、懸濁液を1.2 mlずつ1.5 ml容チューブに分注した。液体窒素で凍結 したもの
を前培養菌体として‐80°Cで保存 した。
本培養は前培養菌体をOD600=0.3となるよう70 ml‐APM培地/500 mlバッフルフラス











遮光しながら、30分間120 spmで浸蕩抽出した。遠心分離 (KUBOTA 5420)によつて回
53
収 した5 ml抽出液のうちl mlを1.5 ml容チューブに移 し、胞子を取り除くため、4°C、







(pH 7.5)  /1L












す HPLC解析 条 件 を 用 い た 。 標 品 に は Oligomycin from Strepιomyces
dfasぬιttЮ
“












HPLC         HITACHI LaChrom L‐7100,7200,7300,7400
Column      Mightysil RP-18GP(4.6 mmφ,250 mm,5pm)
Buffer       ⅣIeOH:H20:CH3CN=20:50:30
Wavelength     336 nm
Flow rate       l.2m1/1nin
Temperature     40°C
ItteCtiOn volume 50 pl
3…3‐7 HPLCによる二次代謝産物の解析
25 mlのnIS‐Mc培地に108c.■u./plateとなるよう胞子を植菌し、28°Cで静置培養を
した。7日間培養後、培地を約l cm角に切 り、25 mlのMeOHを入れた50 ml容コニカル
チューブに移 した。室温で遮光 しながら、30分間120 spmで浸盪抽出した。遠心分離
(KUBOTA 5420)によつて回収 した25 ml抽出液のうちl mlを1.5 ml容チューブに移 し、






HPLC        HITACHI LaChrom L-7000,7100,7200,7300,7455
Column      CAPCELL PAK C18(UG80,粒径5μm,4.6mmI.D.x250 mm)
Buffer A      MeOH+0.01%TFA
100






Flow rate      l.O m1/min
Wavelength   200‐500 nm(フォ トダイオー ドアレイ検出器)
Column Oven    35°C
ItteCtiOn volume 100 pl
3‐3‐8乾燥菌体重量の測定
先端を切除した青チップで1.5 mlの培養液 (750 pl x2)を取り、あらかじめ乾燥させ
重量を測定しておいたろ紙 伍DVANTEC,No.2,55 mm)にのせた。ブフナーろうとと脱
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(pH 7.0)   /1L
オー トクレーブ後、培地100 mlに対 し以下の試薬を添加 した。
200/O Ⅳlannitol 2.5 11nl
●オートミー ル培地







(pH 7.0)  /1L
最終培地容量の半分量の蒸留水とオー トミールをビーカーに入れ、火にかけた。沸騰
後、弱火で15分間加熱 した。火を止め粗熱が取れたところで、3枚に重ねたガーゼで濾

























5 M CaC12・2H 0
20%L‐proline
lN NaOH(オー トクレーブ不要)






































3 3¨‐10顕微鏡によるペ レッ トの観察
水で約200倍に希釈した液体培養液をスライ ドガラスに適量取り、カバーガラスをか
けずに顕微鏡 (OnmPus Bx50,村中研究室所有)で観察した (接眼レンズ10倍、対物





収 した。菌糸を乳鉢に移 し、液体窒素で冷却しながらパウダー状になるまです りつぶ し
た。以降、RNeasy Mini Kit(QIAGEN,USA)のプロトコールにしたがつてRNAを精製
した。カラム1本につき50 μlのRNase‐free waterを2回アプライ し、RNAを溶出 した。






















Total RNA(DNase l treated)                          l μg
Randolln Prillner(100 ng/111)(Life Technologies Japan Ltd.,Tokyo)       l lll
dNTP(2.5 mM each)(TAKARA Bio,Shiga)                    4111





反応液                            13 pl
5x First Strand buffer                                     4 111
0.l LI DTT                                       l lll
Recombinant RNase lnhibitor(40U/111)(TAKARA Bio,Shiga)    l lll
SuperScript III Reverse l)anscriptase(200U/111)               l lll
(Life Technologies」apan Ltd.,Tokyo)
20111
4)逆転写反応産物19 plと133 plのH20を混合 し、8倍希釈液を作製 した。分注 して‐20°C
で保存 した。
5)以下のように反応液を調製 し、PCR反応を行つた。また、染色体DNAの混入がない





























3 3¨‐145′¨RACE(Rapid amplification of 5′cDNA e ds)解析
GeneRacer Kit(Life Technologies Japan Ltd.,Tokyo)を用いて以下の手順で行つた。
尚、原核生物のmRNAの5′末端にはキャップ構造が無いことを考慮して、キットのプロ
トコールに記載されているCIP処理は行わず、TAP処理から始めた。
1)3‐3‐12項で調製 したDNase I処理済みのRNAを用いて以下の反応液を調製 し、37°Cで
1時間反応 させた。








DEPC H20 Up to 10 111
2)プロトコール通 りにフェノールクロロホルム処理およびエタノール沈殿を行つた。




















Random primers (f OO ng/pl) (Life Technologies Japan Ltd., Tokyo)













SuperScript III Reverse TYanscriptase (200 U/pl)
20111
逆転写反応液にRNase H(2U/pl)をl pl加え、37°Cで20分間反応 させた。
















Gene speciic primer l(10 mM)
DⅣISO












Gene specific primer 2(10,M)
DMSO




























































Up to 6.O lll
16)キットのプロ トコールに従い、連結反応産物によるOne Shot TOP10 Chemically
Competent a coI(Life Technologies Japan Ltd.,Tokyo)の形質転換体を取得 した。形質
転換体より抽出したプラスミドの塩基配列を解析 し、転写開始点を決定した。
3‐3‐15 qRT‐PCR解析
1)プラ イ マ ー 作 成 用 ソ フ ト ウ ェ ア Primer3 (BROAD INSTITUTE
http://www.broadinstitute.org/cmapのを用 いてayaRI、 a羅J2、 響οDのORF内に
qRT‐PCR用プライマーを設計した。以下に特に留意したプライマー設計条件を示す。
Prillner size:20‐22 nt
















(DNaseI処理済み)を用いてcDNAを合成 した。Total RNA量を2 pg使用したこと以外は、
3‐3‐11項の1)‐3)に記載 した条件 と同じである。
3)逆転写反応産物19 plをFig.3…2のように希釈 し、-20°Cで保存 した。尚、cDNAの合成
効率はどのサンプルでも同じであると考え、合成後の定量は行わなかった。そこでcDNA
の量は、合成に用いたRNAの量で表記することにした。
19μ1      40μ:      20μ1      20μ1      20口1      20μ!A∩ AA
X': 100        25        12.5       2.5        0.5        0.1       002
Prepared
The cDNA samples used for making a standard curve
The cDNA samples for quantification









*cDNA synthesized from X ng of RNA are present in 1 pl of solution










通常の定量用サンプルの場合、1反応あた りl ngのRNAから合成 されたcDNAを使用する
ことか ら、0.5 ng/plのRNA溶液を調製 し、これを1反応あた り2,1使用することとした。
5)手袋を着用 し、1反応あた り以下の反応液組成になるようprem破を作製 した。
Primer Fw(10,M)                               o.4 μl
Primer Re(10 μM)                              o.4 pl
SYBR Green PCR 1/1aster Mix(Life Techn01ogies」apan Ltd.,Toky )   10111
H20                                       7.2111
20111
MicroAmp Optica1 96-Well Reaction Plate(Life Techn01ogies Japan Ltd.,Tokyo)にプ
レミックスを18 plずつ分注した後、鋳型を2 μlずつ加えた。鋳型には3)で調製 した検量
線作成用のcDNAサンプルと、定量に用いるcDNAサンプルを使用し、1つのサンプルに
対 し反応液を3つ用意 した。ネガティブコン トロールとしては4)で調製 したRNAサンプル
またはH20を使用した。
7)MicroAmp Optical Adhesive Film(Life Technologies Japan Ltd.,Tokyo)と専用の
CompressiOn padを用いて、96穴プレー トをシールした。プレー トを室温で1,800 rpm、
5分間遠心 し (原島研究室所有 )、 反応液 に気泡がない ことを確認 した。Applied
Biosystems 7300 Real‐Time PCR System(原島研究室所有)を用いて以下の条件でPCR
を行つた。
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Fig. 3'  Production profiles of avermectin (A) and filipin (B) in the wild-type strain
ffilled squares), LavaRB mutant (open circles), and avaR}-complemented
exoconjugant Gilled triangles) in liquid culture. Error bars indicate the standard
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Fig。 3‐5 Gene expression analysis of biosynthetic genes for avermectin(´O and filipi
(B)by RT‐PCR.
(Fig. 3-5) WT, the wild-type straini A,avaR?, L,avaRS mutanti LavaRSlavaR7,
avaR?-complemented exconjugant. Total RNA was isolated from mycelia harvested at
24, 48, and 72'h of cultivation. (A) The avermectin biosynthetic genes investigated in
the present analysis are indicated by dark grey. sav944 that is not involved in
avermectin biosynthesis is represented by black. Avermectin production started
between 48-h and 72-h of cultivation. In the PCR, the following numbers of
amplification cycles were used: 27 cycles for the aveR and aveBVIII transcripts, 25
cycles for the rpoD lranscript, and 30 cycles for the transcripts of the other genes. (B)
The filipin biosynthetic genes investigated in the present analysis are indicated by
dark grey. Filipin III production in the A,ava&i mutant was 2- and 6-fold higher
compared to that in the wild-type strain at 48-h and 72-h of cultivation, respectively. In
the PCR, the following numbers of amplification cycles were used: 23 cycles for the
transcripts of pteB, pteD, and pteF,25 cycles for the rpoD transcript, and,26 cycles for







































































































Fig. 3-6 Antibiotic production in the L,avaRB mutant on solid media. WT, the
wild-type straini L,avaR?, L,avaRS mutanti A,avaR3lpSET1"52, L,avaRB carrying
pSET152; L,avaRSlava&S, avaR?-complemented exconjugant. Error bars indicate the
standard deviations from triplicate cultures.
70
3‐4‐4 AvaR3によつて制御 され る二次代謝産物の探索
AvaR3がAVMとFLPに加えて他の二次代謝産物の生産も制御するかどうかを解析す
ることにした。3‐3‐7項の方法で液体培養144時間目のメタノール抽出液と、7日間培養後
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Wave length(nm)
Fig. 3-7 Secondary metabolite production in the L,avaRS mutant on solid media. (A)
HPLC chromatogram at 275 nm of MeOH extract from solid culture of the wild-type
strain (WT) and LavaRS mutant (LavaRS), and solid media ffMS-MC). (B) UV spectra

















































Fig. 3-8 Effect oI ttvalllJ cleletion on ccll rnorpholog)'on agar ntedir.ttn.All exlterrmeruts
r,,'ere conclrrctecl at least twice. and the resttlts welc' l-righlv t'cproclrrcible. WT. the
r"tt,1-1r,pe straitr: ,\av'all3. LavaRS r.ntrtanti Aaval?,i/pSI'l'l'152. Aav'zi1?ll cat'rving
lrSli'l'152i LavaR,]lav,aRil. the ;rr.zrll.3-complermetrterl eroconjttgatrt. (A) \{orphological
diffe're'r-rtintion on the APtr{ agar medilrm. Flach sti'ain was inctthatecl {or'1-1 davs at
2,S"C-'. and pl-rotographecl fronr the top of the lrlates. (B) 'l'he nltnrber of spot'e's on :Igtil'
r.neclitrrn.'fhe slrores (t.tl x 10; c.f.u.) of e:rch stlain n'ere plated on 25 ml of API{ agar
mt'cliur-n. fbllow.ed b.r,inctrbation fbr l0 davs at 28"C'. Flrlor bars inclicate the stattclai'tl



















72時間目まで両菌株 ともほぼ同じような生育曲線を示 したことから (Fig.3‐9A)、AvaR3
が一次代謝に影響を与えているとは考えにくい。培養液中の菌糸を顕微鏡で観察 してみ
ると、野生型株では直径154±14 pmのペ レットが観察されたのに対し、破壊株では半分

































































Fig. 3-9 Effect of avaRS deletion on cell morphology in liquid medium. (A) ttre
growth curves in liquid culture measured by optical density at 600 nm (ODooo, the left
panel) and dry-cell weight (the right panel): the wild-type strain (filled squares),
L,avaRB mutant (open circles), and L,ava-83-complemented exoconjugant Glled
triangles). Error bars indicate the standard deviations from triplicate cultures. (B)
Phase-contrast micrographs of the mycelia in liquid medium. WT the wild-type
straini LavaRS, L,avaRS mutanti LavaRSlavaR?, the avaR?-complemented
exoconjugant. Cultures were grown in APM medium for 72-h of cultivation. The
micrographs were taken with an OLYMPUS BX50 microscope and an OLYMPUS
DP70 digital camera. Bar=100 pm. The diameter was measured from 30 independent









Fig. 3-10 Gene expression analysis of ssgA, ssgC and cslAby RT-PCR in the
wild-type strain (WT) and LavaRS mutant (LavaRS). Total RNA was isolated from
mycelia harvested at 24, 48, and 72-h of cultivation. In the PCR, the following
numbers of amplification cycles were used: 25 cycles for the ssgC transcript, and 27






















類似 した配列が存在 し71、 転写開始点と重なる位置にARE様配列潮 ,AREを見出した
(Fig.3‐1lD)。




もに転写されてお り、さらにa"RI‐cyp1 7‐a“Rθの トリシス トロニックmRNAも検出さ
れた (Fig.3‐12)。また5′‐RACE法によりのフ17の転写開始点を同定しようとしたが、適
当なDNA断片を得られなかつたことから、attRθは自身のプロモーターから転写が開始
され るモノシス トロニ ックmRNAとayaRIプロモーターか らの トリシス トロニ ック
mRNAとして転写されることが示唆された。
以上より、3つのayaR遺伝子のプロモーター領域およびその上流には全てARE様配列




CC CTGC CGGTCGTC C TGCGGCCGCAC TGATGC GCGAGAAAACCGCACAAGCG
LPVVLRPH*
cypl7 +1








~      ▲
CTTTTCCCGCTGGTCGGGACGGTGTCCCCCGATCCGGACGGTGTCCCACTGG
TCGGGACGGTGTCCCCCTGGTCGGGCTGGTGdttGAGコトT C TGT GCGCGG













Fig. 3-11 Characterization of the upstream regions of the avaR genes. Nucleotide
sequence of the upstream regions of avaR7(A), avaRl (B), and avaR2 (C) were shown.
Filled triangles indicate the transcriptional start points. The probable -35 and -10
regions are shown with broken underlining, and the putative ribosome-binding sites
(RBSs) are shown in boxes. The putative AvaR3-binding sequences are indicated with
a soiid line. (D) Comparison of the putative AvaR3-binding sequences with the ARE
consensus sequence defined in Folcher et aP7. Identical residues are highlighted in
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Fig. 3-12 Tbanscriptional analysis of the ava&T-cyp77-ava&S operon by RT-PCR.
Total RNA was prepared from mycelia harvested at 48-h of cultivation. -RT: RT-PCR
without reverse transcriptase to confirm the absence of chromosomal DNA. D:




れたため、野生型株 と破壊株、a1/メロ破壊株にa“Rθ遺伝子を導入 して作製 した相補株
において、qRT‐PCRによる転写解析を行つた。RNAポリメラーゼのシグマ因子をコー ド
する″θ の転写レベルを内部標準に用いた。a“R遺伝子の転写レベルは、各遺伝子の野








24h     48h     72h             24h
■ △avaR3   □ △avaR3avaR3
Fig. 3-13 Gene expression analysis of the avaR7, ava&7, and ava&2 genes by
qRT-PCR. WT the wild-type straini LavaRS, LavaRS mutantl LavaRSlava&S, the
avaR?-complemented exoconjugant. Total RNA was extracted from mycelia
harvested at the indicated cuitivation time. Fold-change is relative to the expression
of each gene in the wild-type strain at 24-h of cultivation. The avaR? transcript
corresponding to +1 to +58 nt from the transcriptional start point of avaR? was
quantified. ND, mRNA level of avaRS was not determined in the
avaR?-complemented strain, because the amplified regions upstream of avaR? are
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Fig. 3-14 Gene expression analysis of bdpAand bkdF by RT-PCR in the wild-type
strain (WT) and LavaRS mutant (LavaRS). Total RNA was isolated from mycelia
harvested at 24, 48, and 72-h of cultivation. In the PCR, the following numbers of








ない遺伝 子がAvaR3の制御 下 にあるのではないか と考 えて、bttdFG∬遺伝子群



























































































































Fig. 3-16 Production profile of avermectin, filipin and oligomycin in the wild-type




















イメン ト解析を行 うと、AvaR3のス トレッチはCprBの4番目と5番目のαヘ リックスの間
に位置していることがわかった (Fig.3‐1)。CprBの1‐3番目のαヘ リックスはDNA結合 ド
メインを、5‐10番目のαヘ リックスはリガン ド認識に関わる制御 ドメインを形成 し、2つ
の ドメインをつなぐ位置に存在する4番目のαヘ リックスは、オー トレギュレーターの結
合による制御 ドメインの構造変化をDNA結合 ドメインに伝える働 きをする。 よつて
AvaR3の持つス トレッチはオー トレギュレーターの認識もしくはそれに伴 う構造変化に
関与する機能を持つと推測される。こうした可能性を明らかにするためには、ス トレッ
89
チを欠失したAvaR3のカ ガ"またはカ ガ加 での解析が有効であると考えている。


























ーターリセプター遺伝子である。ホモロジー検索の結果、AvaLlは、S θο山 ダα A3(2)
のSCPlプラスミドにコー ドされ、オー トレギュレーターMMFのリセプターとして機能
するMmfRと高い相同性 (45%)を示 した。AvaL2は同じくSCPlプラスミドにコー ドされ



































Fig。 4‐l Phylogenetic tree of autoregulator―recep  homologs froln streptolnycetes.
The protein sequences were aligned using CLUSTALW and the tree was constructed
using the neighbor‐joining method with ⅣIEGA 576.The Significance ёf branches is
indicated by bootstrap values calculated on 100 replicates.The accession numbers for
the sequences used are as follows: AlpW (CAJ87891), AlpZ(CAJ87894),ArpA
IYP_001825243),AurlR(AAX57186),AvaRl(BAC71417),AvaR2(BAC71414),AvaR3
(BAC71415), AvaLl(BAC69981), AvaL2(BAC69979), BarA (BAA06981), BarB











pENTR(Lifё Techn01ogies Japan Ltd。,Tokyo)
pLTl13(2‐- 項参照)
pET‐21b(Merck,Germany)





S ayermJtilis KA320 野生型株
S avermゴtilis KA320 a"RJ披壊株
4‐2‐3 言t鶏超
特に記載のない限り、和光純薬工業 (大阪)、ナカライテスク (京都)のものを使用した。






















上流断片 (nt 2801968-2803999)と下流断片 (nt 2804685‐2806761)をPCRによりそれ
ぞれ増幅した。得られた2つの断片を″力dIⅡとSpeIで消化 し、月IndIⅡ処理 したpKU451
との連結によりpLT347を作製 した。続いてpKU480を鋳型 とし、プライマーセ ッ ト
mlloxP_resistml10XP_SpeI‐Fw/Reを用いたPCRにより、2.l kbのハイグロマイシン耐
性遺伝子カセット (hph)を取得 した。SpθI処理 したhph断片をpLT347のSpθI認識部位に




てa"L2■流断片 (nt 2764460‐27 6386)と下流断片 (nt 2766889‐2768837)をPCRによ
95
りそれぞれ増幅 した。得 られた2断片を″LdIIIと蠍)eIで消化 し、″hdIII処理 した

















3 avermゴtilisの染 色 体 DNAを鋳 型 と し 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト
avaLl‐comp‐Fw/avaLl‐comp‐Reを用いたPCRによりayaL」とその上流を含むDNA断
片 (nt 2767923‐2769097)を取得 した。 この断片をpENTR(Life Technologies」apan
Ltd.,Tbkyo)にクローン化 し、エン トリークローンを作製 した。pLTl13(2‐3‐2項参照)と
エン トリークローンとのLR反応 (LR Clonase Enzyme Mix,Life Technologies Japan
Ltd.,Tokyo)により、ayaLI相補用ベクターpLT326を作製 した。接合伝達によりpLT326












NあI‐励 oI認識部位にクローン化 し、rAvaLl発現用プラス ミドpLT375を構築 した。
pLT375により形質転換されたEc」BL21(DE3)pLysSを2‐3‐6項に記載 した方法で培
養 し、IPTGによるHisタグ融合型rAvaLlの発現誘導を行った。室温で3,500 rpm、5分
間遠心して (KUBOTA 5420)菌体を回収 し、prOtease inhibitor cocktail(completeTM,
LIini,EDTA―free protease inhibitor cocktail tablets,Roche Diagnostics K.K.,Tokyo)
入 りのbuffer Cに再懸濁 した。超音波破砕 (30秒x4回、氷冷)KYamato 5210,
BRANSON)を行つた後、4°C、 20,000gで20分間遠心分離をした (Himac cR 21ユ
HITACHI)。上清を回収 し、これを粗タンパク質溶液とした。Buffer Cで平衡化 してお
いたNiカラム (l ml‐Ni Sepharose剛6 Fast FloL GEヘルスケア、カラム:Disposable
10 ml Polypropylene Columns,Thermo)に粗タンパク質溶液をアプライした。Buffer
Cに含まれるイミダゾール濃度を増加 させながら5 ml(5ベッド相当)ずつ溶出し、イミダ
ゾール400 mMを含むbuffer Cにより溶出した画分を回収 した。透析チューブ (ダイアラ
97
イシスメンブラン 25)にタンパク質溶出液を入れ、buffer Cに浸し一晩透析を行った後、
得 られた溶液 をrAvaLlタンパ ク質溶液 とした。 タンパク質の定量にはBradford法
(Protein Assay Kit,BIO‐RAD)を用い、BSAによつて検量線を作成 した。SDS‐PAGE








40塩基 の相 補 的 な合成 オ リゴヌ ク レオ チ ドのセ ッ トvmlIARE1/vmlIARE2,
avaL2ARE1/avaL2ARE2をそれぞれl nmOlずつ混合 し、以下の条件でアニーリングさせ
た。
97°C    5分
95°C      30ラ砂
95°C‐50°C   O.1°CI秒
50°C 30秒
4°C       ∞
















3‐3‐3項にしたがつて調製 した前培養菌体をOD600=0.3となるよう70 ml‐f培地/500 ml
容バッフルフラスコに植菌し、28°C、 160 rpmで48時間浸盪培養 した。吸引濾過により回
収 した培養上清50 mlに、塩酸を加えpH 5以下になるよう調整 した。酢酸エチル50 mlを
加え撹拌 し、3,500 rpmで5分間遠心分離 し (KUBOTA5420)、酢酸エチル層を回収 した。
これを合計3回繰 り返した。約150 mlの酢酸エチル抽出液を濃縮乾固した後、l mlのEtOH
を加え、超音波処理 KYamato 5210,BRANSON)により完全に溶解 し、酢酸エチル抽出物
(50倍濃縮)を得た。ガラス注射筒 (TOP)にSep‐Pakカラム (Sep‐Pak Plus C18,Waters)
を取 り付け、20%EtOHでカラムを平衡化 した。酢酸エチル抽出物を200 μlカラムにアプ
ライし、5 ml(5 bed相当)の20%,50%,100%EtOH,100%CH3CNで順に溶出した。各画分




















up to 14 pl
4-3‐7項で調製 した酢酸エチル抽出物またはその粗精製物l μl、 またはl μlの合成品
avenolide(156 pmo1/μl‐MeOH)を反応液に加え、25°Cで5分間反応させた。2‐3‐7項と同
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Fig. 4-2 Effect of avaLl deletion on antibiotic production. (A) The culture broth of
the wild-type strain (fiUea squares), LavaLl mutant (open circles), and
A,avaLl-complemented exconjugant (filled triangles) was withdrawn at the indicated
times. The amount of avermectins (top) and filipin III (middle), and the dry-cell
weight (bottom) were measured. Error bars indicate the standard deviations from
triplicate cultures. (B) Expression analysis of biosynthetic genes for avermectin (top)
and filipin (middle) by RT-PCR. WT the wild-type strainl LavaLl, LavaLl mutant.
Total RNA was isolated from mycelia harvested at 24,48, and 72-h of cultivation. In
the PCR, the following numbers of amplification cycles were used: 24 cycles for the
pteB, pteD, and pteF transcripts, 25 cycles for the rpoD transcript, 26 cycles for the
pteAl, pteG, and pteR transcripts,2T cycles for the aveR and aveBVIII transcripts,














コー ドされている (Fig。1‐6)。そこで4‐4‐1項で解析 したaたとpιθクラスターを除く30の
各クラスターから、二次代謝産物の基本骨格形成に関与すると予想される遺伝子1つを選
び、野生型株 とa"L」破壊株の間で転写パターンを比較 した。I型ポリケタイ ド合成酵素







































24 36 48 60
△avaL′
24 36 48 60(h)
W「
-
Fig. 4-3 Expression analysis of 30 biosynthetic gene clusters for secondary
metabolites by using RT-PCR. Total RNAwas isolated from the wild-type strain (WT)
and A,avaLl mutant (LavaLi) at indicated cultivation times. A structural gene in
each cluster was selected for RT-PCR analysis. In the PCR, the following numbers of
amplification cycles were used: 25 cycles for the rpoD transcript, 26 cycles for the











での遺伝子間距離は短いことか らオペ ロンを形成 していると推測 した。一方Fab″7












say71″までの5遺伝子 (約1l kb)がAvaLl‐regulonであると結論 した。
以上より、合計42個の遺伝子 (Table 4‐1)がAvaLlの制御下にあることがわかった。
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Fig. 4-4 The location of pks?-vml and pks4 clusters (A), and transcriptional profiies
of genes in pks7-vnil cluster and its flanking region (B) and transcriptional profiles of
genes tn pks4 cluster and its flanking region (C). G) the location of pks?'vml and
pks4 clusters on S. avermitilis chromosome are shown by black boxes. (8, C) WT, the
wild-type straini A,avaL7, LavaLl mutanti LavaLilavaLl, avaLl-complemented
exconjugant. Total RNA was isolated from mycelia harvested at 24,36, 48, and 60 h
of cultivation. The genes investigated in the present analysis are indicated by dark
grey, and AvaLl regulon are enclosed by light grey boxes. Asterisks indicate locations





cycles were used: 25 cycles for the rpoD transcript, 26 cycles for the transcripts of
avaL7, vmIK, vmlJ, vmlH, fab\ vmlA, mmdA7, sav2301, pks4 and sav7187, 27
cycles for the transcripts of avaC, avaB, avaL2, and vmll,30 cycles for the sav2305
transcript, and 28 cycles for the transcripts of the other genes. The rpoD gene was
used as a control.
108
Table 4'L. avaLl gene and Aval,l regulon with their proposed functions
Gene SAVa ltt PropOsedhnctionID/SMb protein homologue. species Accession
numDer
ayaσ    2266
aya3    2267
avaL2   2268
ava乙    2269
aルζaL1    2270
vmJK    2272
2273







′■sθ‐1   2280
pttsθ‐2   2281
P■sθ‐θ   2282
2283
vmf″    2284
rοοDθ    2285
2286
vm′0    2287









486 Tfansmembrane efflux protein






633 Modular polyketide synthase
1253 Modular polyketide synthase
































































































mヾ■B    2289
ぬわH3   2290




力b″    2295
Fdxσ 2296
2297
んdS2    2298
2299
mゞι4    2300
mゞfr    2301
2302
m222こ41   2303
2304
327 Hypotheticalprotern
335 3-Oxoacyl'ACP synthase III
76 Acyl carrier protein
406 3-OxoacyI-ACP synthase II
















































S. ghanaensis AICCL467 2
ssFG_O7810,



































1517 Modular polyketide synthase
Aqn UDP-glucose:sterol
gl ucosyltransferase
397 Cytochrome P450 hydroxylase























Numbers according to http://avermitilis.ls.kitasato-u.ac.jp/.
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Fig. 4-5 Comparison of nucleotide sequences upstream of putative target genes of
VmlI (A), sequence logo representation of putative Vmll-binding sites (B), and
transcriptional analysis of the pks7-vm1 and pks4 genes in the LavaLlLvmll double
mutant (C). G) The 9 nt direct repeats in the upstream region of putative target
genes of VmlI are shown in boxes. (B) The 11 nt sequences composed of the direct
repeat with spacer of 2 nt were aligned, and submitted for analysis by Weblogo
(http:7*"6logo.berkeley.edu/logo.cgi). The relative sizes of the letters indicate their
likelihood at the particular position given. (C) Total RNA was extracted from mycelia
of the LavaLi mutant (L,avaLD and the LavaLiLvmlldouble mutant (LavaLlL,vmll)
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Fig. 4-6 Binding of rAval,l protein to the promoter regions of vmII and avaL2. (A)
Nucleotide sequences upstream of vmII and avaL2. The transcriptional start points
are indicated as +1. The probable -35 and -10 regions are shown with dotted lines,
and the initiation codons are shown in boxes. The putative Avall-binding sequences
are indicated by solid lines. (B) Comparison of the putative AvaLl-binding sequences
with the ARE consensus sequence defined in Folcher et aI27. Identical residues are
highlighted in black. The letters W Y, and K stand for A or I C or T, and G or I
respectively. (C) Gel-shift assay for the binding of Aval,l to fragments containing
plausible AvaLl-binding sites. Each reaction mixture contained 86 fmol of labeled
probes as well as 8.5 pmol of purified rAval,l protein. Avall-binding specificity was
tested using 860 fmol of specific (unlabeled probe) and nonspecific competitor DNA
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Fig. 4-7 Effect of avaL2 deletion on secondary metabolism. (A) Profiles of antibiotic
production and growth of the wild-type strain (solid squares) and L,avaL2 mutant
(open circles). Error bars indicate the standard deviations from triplicate cultures.
Time courses of avermectin production (top) and filipin production (middle), and
growth curves measured by dry-cell weight (bottom). (B) RT-PCR analysis of pksS-1
and pks4 in the wild-type strain (WT), lhe L,avaL2 mutant (A,avaL2), and the A,avaLl
mutant (L,avaLD. Total RNA was isolated from mycelia harvested at the indicated
cultivation times. The numbers of amplification cycles in the PCR were 25 cycles for






































Fig. 4-8 Correlation between AvaL proteins and AvaR proteins. (A) RT-PCR analysis
of avaLT and ava& genes in the wild-type strain (WT) and tlne A,avaLl mutant
(L,avaLl). The numbers of amplification cycles in the PCR were 25 cycles for rpoD,
and 26 cycles for the other genes. (B) RT-PCR analysis of avaL7, avaL2, vmIH and
pks4 in the wild-type strain (WT) and t]ne LavaRS mutant (LavaRS). The numbers of
amplification cycles in the PCR were 25 cycles for rpoD, and 26 cycles for avaL7, 28

















-9) (A) Scheme of partial purification of Avall-interactive ligand. An ethyl
acetate extract from the wild-type culture supernatant was fractionated by
reverse-phase column chromatography. (B) Effect of the organic solvent-extracts on
the DNA-binding activity of Aval,l and AvaR1. Lane P, vmII-ARE probe DNA (upper
panel) and aco-ARE probe DNA (lower panel). Lane 1, probe DNA plus rAval,l
(upper panel) and probe DNA plus rAvaRl (lower panel). Each reaction mixture
contained various extract from the wild-type culture: Iane 2, ethyl acetate extracti
lane 3, 20% EbOH fraction after reverse-phase column chromatographyi lane 4, 50%o
EIOH fractioni lane 5, L00% EIOH fractioni lane 6, 1o0o/o CHsCN fraction. (C) Effect
of avenolide on the DNA-binding activity of AvaL1. Excess amount (t56 pmol) of
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系統樹解析により、AvaLlはブチロラク トン型およびブテノライ ド型オー トレギュレ
ーターのリセプターとは異なるグループに属すことがわかったが (Fig.4-1)、AREコ
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Fig. 4-10 The pks?-vml and pks4 clusters in S. avermitilis, syntenic regions of the
pks7-vml cluster on the other actinomycetes genome, and the valanimycin gene
cluster in S. viridifaciens. Genes are color-coded by the predicted function of their
products (See Table 4-1). Conserved gene organization among 4 clusters is indicated









Fig. 4-It Comparison of amino acid sequences between the deduced proteins
encoded by pksS-I, pksS-2, and pks4. The percentage indicates amino acid identities.









































オー トレギュレーター リセプター遺伝子ayaRI胴堀 θの近傍にあるアシルCoA酸化酵素遺
伝子 (acの機能を喪失させると、AVM生産が顕著に低下するとともに、AvaRlのDNA結










第3章ではオー トレギュレー リセプターホモログの一つであるAvaR3の機能を解析 した。
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lH及び13c NMRスペク トルをJEOL」NM‐ECP 500 FT NMR SYSTEM(lH:500
MHz,13c:125 MHz)を用いて測定した。化学シフ トはδスケールで記載 し、内部標準に
はテ トラメチルシランを用いた。質量分析には」EOL JMS‐700 Mstation spectrometer
を、CDスペク トルの測定にはJASCO」-720を、旋光度測定には JASCO DIP‐1000
polarimeterをそれぞれ使用 した。Avenolideの光学異性を決定するためのキラルクロマ
トグラフィーには、精製avenOlide(1)と合成品 (4810D‐1および (43109-1をMeOH














まとめた。2‐4‐3項で精製 したavenolideの理化学的性状をTable 6‐1に記載 した。高分解
能FAB‐MSスペク トルの解析により、avenolideの分子式をC13H2004と推定 した (m/z
263.1261[M+Nal+)。続いて、lH及び13c NMRスペク トルとHMQCスペク トルを解析 し
た (Fig.6‐1,6‐2,6‐3,Table 6‐2)。1)オレフィンプロトンのシグナル (ク.45,あ.12)と、
カルボニル炭素のシグナル (a73.0)が検出され、HMBC解析 (Fig.6‐4)でオレフィンプ
ロトン (売.12)とこのカルボニル炭素 (a73.0)が隣接 したこと、2)メチン炭素 (売3.0)
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となり、正のΠ‐Π'コツトン効果を示 した (Fig.6‐7Do Fig.6-7Bに示 した既知ブテノラ
イ ドのCDスペク トルとの比較により81、4位の立体構造は4Sであると決定した。次に10
位炭素の立体配置を明 らかにす るため、キラル クロマ トグラフィーによ り合成品
4こ10■1及び4810S‐1と精製avenOlideの溶出時間を分析 した (Fig.6‐8)。4610R‐1が
精製avenOlideと同じ溶出時間を示 したことから、10位炭素の立体配置を10Rと決定した。




Table 6'1 Physiochemical properties of avenolide
Appearance Colourless oil
Molecular formula CreHzoO+
Molecular weight HRFABMS[M+Na]* 268.126I (calcd. 268.t259)
Specific rotation[o]n23 +22.O (c 0.01, MeOH)
UV absorption (MeOH) tr-," (log e): 208 (a.t3) nm
CD spectrum (MeOH) I-u, (Ad:208 (+4.4) nm
t41

















































Fig.6‐2 13c NMR spectrum(125 MHz,CDC13)Ofthe new compound avenolide(1)
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Table 6‐2 NWIR chemical shifts of avenolide in CDC13














6.12 (1H, dd, 5.9,2.r)






2.s7 (1H, dddd, 14.b,9.2,6.4,8.2)
























Fig. 6-6 Structures of new (compound 1) Streptomyces autoregulator. Lefti
Chemical structures of natural avenolide (f). nignti The COSY (bold lines) and
HMBC (arrows) correlations of avenolide (1). Double arrow indicates cross peak in
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Fig. 6'7 CD spectrum of avenolide (1)
effects with absolute configulation (B).




16 18 20 (min)
Fig. 6-8 HPLC chromatogram for assignment of the chirality of avenolide. Natural
avenolide was eluted at 16.0 min, synthetic 10-E-1 was eluted at 16.0 min, and 10S-1
was eluted at 16.3 min.
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Appendix 3 Oligonucleotides used in this study
Primer
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u Restriction sites are underlined.
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